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(54) Title: LIGHT-SCANNING DEVICE 

(54) Bezeichnung: LICHTABTASTVORRICHTUNG 



(57) Abstract 

The invention relates to a light-scanning 
device for exciting and detecting secondary light, 
especially fluorescent light, on a sample, com- 
prising a light-emitting device to emit exciting 
light with a suitable wavelength for exciting sec- 
ondary light in or on said sample, a focussing 
lens for focussing the exciting light onto a sec- 
tion of said sample, a sample-holding device 
for holding said sample in such a way that it 
is detachable, a sensing unit with a detecting 
lens for the secondary light emitted by said sam- 
ple when it is excited and with a detecting de- 
vice for converting the secondary light which has 
been picked-up and imaged into electrical sig- 
nals. The inventive light-scanning device uses a 
pivoting sample-holding device so that said sam- 
ple can be turned in relation to said exciting light 
and different sections of said sample can be ex- 
cited with said exciting light and caused to emit secondary light. Since the sample is turned mechanically it is unnecessary to deflect the 
scanning light ray in relation to the optical axis, thus enabling the light scanner ray bundle to be positioned exactly on said sample. 




(57) Zusamtnenfassung 



Die Erfindung betrifft eine Lichtabtastvorrichtung zur Anregung und Detektion von Selcundarlicht, insbesondere von Fluoreszenzlicht 
auf einer Probe mit einer Lichtemissionsvoirichtung zur Aussendung von Anregungslicht mit einer fiir eine Sekundarlichtanregung auf 
Oder in der Probe geeigneten Wetlenlange, einer Fokussierungsoptik zur Fokussierung des Anregungslichts auf ein Teilgebiel der Probe 
einer Probenhalterungsvomciitung zur losbaren Halterung der Probe, einer Nachweiseinheit mit einer Erfassungsoptik fiir das bei Anregung 
von der Probe emittierte Sekundarlicht und mit einer Detektorvorrichtung zur Umwandung des erfaSten und abgeblldeten Sekundarlichts 
in elektrische Signale. Bei der erfindungsgemafien Lichtabtastvorrichrung wird eine Probenhalterungsvorrichtung venvendet die drehbar 
ist zur Drehung der Probe relativ zu dem Anregungslicht derart, da6 unterschiedliche Teilgebiete der Probe mit dem Anregungslicht zur 
Aussendung von Sekundarlicht anregbar sind. Durch die mechanische Drehbewegung der Probe ist eine Auslenkung des Abtastlichtstrahls 
relativ zur optischen Achse nicht erforderlich, so daB eine genaue Positionierung des Abtastlichtstrahlenbilndels auf der Probe moglich ist 
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Lichtabtastvorrichtung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Lichtabtastvorrichtung zur Anregung und Detekti- 
on von Sekundarlicht, insbesondere von Fluoreszenzilcht, von einer Probe mit einer 
Lichtemissionsvorrichtung zur Aussendung von Anregungslicht mit einer fur eine Sekun- 
darlichtanregung auf Oder in der Probe geeigneten Welienlange. einer Fokussierungs- 
optik zur Fokussierung des Anregungsiichts auf die Probe, einer Probenhaiterungsvor- 
richtung zur iosbaren Haltemng der Probe, einer Nachweiseinheit mit einer Erfassungs- 
optik fur das bei Anregung von der Probe emittierte Sekundarlicht und mit einer Detek- 
ton/orrichtung zur Umwandlung des Sekundarlichts in elektrische Signale. 

Derartige Lichtabtastvomchtungen werden beispielsweise fur molekuiarbiologische Oder 
gentechnische Untersuchungen verwendet. Dabei wird eine Vielzahi von zu untersu- 
chenden Stoffen feldartig auf einem Trager aufgebracht und mit einem fiuoreszierenden 
Markierungsstoff vorubergehend in Kontakt gebracht. Diejenigen zu untersuchenden 
Stoffe, die eine Affinitat zum Markierungsstoff aufweisen, binden den Markierungsstoff an 
sich und konnen foglich zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt werden. Durch die 
Anregbarkeit der Fluoreszenz wird somit die Eigenschaft des zu untersuchenden Stoffs. 
den Markiemngsstoff an sich zu binden. sichtbar, wodurch Ruckschlusse auf die Art des 
Probenstoffs gezogen werden konnen. 



Bei mikrobiologischen oder gentechnischen Untersuchungen werden groQe Felder sol- 
cher mit Fluoreszenzstoffen markierter Stoffe mit Anregungslicht sequentiell abgetastet. 
Bei bisher bekannten Vorrichtungen erfolgte die Abtastung des die Probenstoffe halten- 
den Tragers mitteis zweier im optischen Weg des Anregungsiichts vorhandener Kipp- 
spiegel, die zwei zueinander senkrechte Drehachsen aufweisen. Wenn der Abtastlicht- 
strahl auf eine Stelle mit einer markierten und somit fiuoreszierenden Probensubstanz 
trifft, wird Sekundarlicht ausgesendet, das von einer Nachweiseinheit mit einer Erfas- 
sungsoptik und einer Detektorvorrichtung erfafit und in elektrische Signale umgewandelt 
wird. 
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Bei derartigen Vorrichtungen istjedoch die Drehung der Kippspiegel zur Abtastung tole- 
ranzbehaftet, was aufgrund des langen Strahlwegs zu groRen Ungenaulgkeiten in der 
Ortsauflosung der Abtastung fuhrt. Waiter ist es bei einer "Pre-Objective-Scanning"- 
Anordnung der Fokussierungsoptik (d.h. zwischen der Abtasteinheit und der Probe) not- 
wendig. daQ diese einen groRen Durchmesser aufweist, um das durch die Abtastspiegel 
von der optischen Achse abgelenkte Lichtstrahlenbundel in die Probenebene abzubii- 
den. Bei solchen Objektiven mit einem groBen Durchmesser ist jedoch eine Korrektur fur 
groBe Bildwinkel und eine gute Bildfeldebnung sehr aufwendig und folgiich mit erhohten 
Kosten verbunden. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Lichtabtastvorrichtung der 
eingangs genannten Art zu schaffen. mit der eine verbesserte Ortsauflosung bei verein- 
fachtem optischen Aufbau moglich ist. 

Erfindungsgemall wird diese Aufgabe gelbst durch eine Lichtabtastvorrichtung der ein- ' 
gangs genannten Art, die sich dadurch auszeichnet, dali die Probenhalterungsvorrich- 
tung drehbar ist zur Drehung der Probe relativ zu dem Anregungslicht derart. daa unter- 
schiedliche Teilgebiete der Probe mit dem Anregungslicht zur Aussendung von Sekun- 
darlicht anregbar sind. 

In einer weiteren erfindungsgemaden Ldsung dieser Aufgabe zeichnet sich die eingangs 
genannte Lichtabtastvorrichtung dadurch aus. daS die Fokussierungsoptik drehbar ge- 
haltert ist zur Fuhmng des Anregungslichts entlang eines Kreisbogens auf der Probe. 

GemaB diesen beiden Lbsungen wird das bisher bekannte Abtastsystem unter Verwen- 
dung von Kippspiegein ersetzt durch eine mechanische Drehung entweder der Probe 
Oder des Abtastlichtstrahls, wodurch jeweils ein Kreisbogen auf der Probenflache abge- 
tastet wird. Eine gemafS dem Galvanometerprinzip auftretende Verstarkung von Unge- 
nauigkeiten bzw. Toleranzen bei der Verdrehung der Kippspiegel in den bisher bekann- 
ten Abtastvorrichtungen. die zu relativ groften Ungenauigkeiten in den Lagekoordinaten 
des Abtaststrahls auf der Probe fuhren. ist in der erfindungsgemaften Vorrichtung aus- 
geschlossen. da die Strahlachse gegenuber der Probenflache nicht verkippt wird. Somit 
konnen durch die erfindungsgemafien Vorrichtungen hohe Ortsauflosungen von bis zu 2 
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^m, Z.B. bei Vemendung einer geeigneten Laserdiode als Lichtemissionsvorrichtung, 
erzielt werden. Aufierdem kann die Fokussierungsoptik zur Fokussiemng des Anre- 
gungslichts auf ein Teiigebiet der Probe aus einem relativ kostengunstigen Objektiv mit 
kieinem Durchmesser und einem kleinen komgierten Feldbereich bestehen. Dadurch 
lassen sich hohe Kosteneinsparungen bei der erfindungsgemalien Vorrichtung durch 
Verwendung einer einfachen und billigen Fokussierungsoptik und den Wegfali der auf- 
wendigen Halterungen und Ansteuerungen fur die Kippspiegel erzieien. 

In einer vorteilhaften Weiterbiidung der Erfindung ist die Fokussierungsoptik radial be- 
zugiich der Drehachse der Probenhaltemng verschiebbar bzw. die Probenhaltemng in 
radialer Richtung bezuglich der optischen Achse der Fokussierungsoptik verschiebbar. 
Dadurch wird eine zweidimensionale Ortsauflbsung mittels einer einfachen mechani- 
schen Bewegung der Fokussierungsoptik bzw. des Probenhalters ohne Veranderung 
des Winkels der Strahlachse relativ zur Probenoberfiache erzielt. Daher wird gemafl die- 
ser vorteilhaften Weiterbiidung auch in der zweiten Dimension die sehr gute Ortsauflo- 
sung erreicht. Auch in dieser Ausfuhmngsfonn ist das zuvor erwahnte kostengunstige 
Objektiv mit geringem Durchmesser und geringem Aufwand in der Bildfeldkon-ektur ver- 
wendbar. 

Gemafi einer weiteren vorteilhaften Weiterbiidung sind zwei oder mehrere jeweils einan- 
der zugeordnete Paare der Fokussierungsoptik und der Nachweiseinheit vorgesehen. 
Dadurch lalSt sich die Abtastzeit insbesondere bei VenA^endung grolier Proben und ho- 
her Auflosung betrachtlich vemngern. Bei Verwendung von zwei Paaren aus Fokussie- 
rungsoptik und Nachweiseinheit wird die Abtastzeit der Probenflache halbiert. Dabei ist 
es bevorzugt, daft die beiden Paare aus Fokussienjngsoptik und Nachweiseinheit einen 
Abstand ihrer optischen Wege aufweisen, der gleich dem halben Radius der Gesamtab- 
tastflache ist. insbesondere ist es vorteiihaft, wenn die Paare der Fokussienjngsoptik 
und der Nachweiseinheit mechanisch miteinander gekoppelt sind. In diesem Fall werden 
durch die mechanische Kopplung Stellelemente zur radialen Verschiebung der Fokus- 
sierungsoptik eingespart, wodurch wiedemm die Kosten der erfindungsgemaBen 
Lichtabtastvorrichtung verringert werden, und andererseits wird durch die starre mecha- 
nische Verbindung eine genauere Positionierung gewahrleistet. 
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Bei der gleichzeitigen Verwendung mehrerer Detektoren ist es vorteilhaft, Lochblenden 
jeweils in einer Abbildungsebene einer Erfassungsoptik vor der entsprechenden Detek- 
torvomchtung vorzusehen. Dadurch kann ein Ubersprechen zwischen den einzelnen 
Detektoren und eine Aufnahme von Streulicht aus der Umgebung des Anregungslicht- 
flecks verhindert werden. 

Schlieftlich konnen in der erfindungsgemalien Lichtabtastvon-ichtung mehrere Lichtquei- 
ien mit verschiedenen Emissionsiichtwellenlangen und/oder Farbfilter unterschiedlicher 
Transmissionswelleniange vor den einzelnen Detektorvorrichtungen vorgesehen wer- 
den, was die Flexibiiitat und Vielseitigkeit des Systems erhoht. 

Weitere vorteilhafte Ausfuhrungsformen gehen aus den Unteranspnjchen hervor. 

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung beispielhaft anhand eines bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispiels naher erlautert und beschrieben. In den begleitenden Zeichnun- 
gen zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Ansicht eines Aufbaus einer erfindungsgemalien Ausfuh- 
rungsform; und 

Fig. 2 eine schematische Darsteliung einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegen- 
den Erfindung. 

In Fig. 1 ist eine Ausfuhrungsform der erfindungsgemSEen Lichtabtastvorrichtung sche- 
matisch dargestellt. Eine Lichtemissionsvonichtung 10, bei der es sich z.B. um einen 
Laser handelt, emittiert einen Lichtstrahl 11, der auf eine erste Einheit 30 mit einer Fo- 
kussierungsoptik fur den Lichtstrahl und einer Erfassungsoptik fur das Sekundarlicht trifft. 
Die erste Einheit 30 umfalit einen Tragerkdrper 35 zur Halterung eines StrahlteilenA/urfels 
33, eines Fokussierungsobjektivs 34 zur Fokussienjng des von der Lichtemissionsvor- 
richtung 10 emittierten Lichts auf die Probe, eines Erfassungsobjektivs 32 zur Erfassung 
und Sammlung von SekundSrIicht und eines Detektors 31. Der Tragerkdrper 35 besitzt 
entlang des Ausbreitungswegs des Emissionslichtstrahienbundels 1 1 Ausnehmungen, 
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die einen Durchgang des Lichtstrahlenbundels 1 1 eiiauben. Im optischen Weg des 
Lichtstrahlenbundels 1 1 ist der Strahlteiler 33 so angeordnet, da(3. das Strahlenbundel 1 1 
teilweise im wesentlichen senkrecht reflektiert wird und anschlie(3.end entlang einer durch 
das Fokussieajngsobjektiv 34 verlaufenden optischen Achse 12 verlauft. Der durch den 
Strahlteiler 33 transmittierte Teil des Strahlenbundels verlaUt an einer entsprechenden 
zweiten Ausnehmung den Tragerkdrper 35 und trifft auf eine zweite Einheit 40, die im 
wesentlichen zur ersten Einheit 30 identisch aufgebaut ist. 

Die zweite Einheit 40 umfaf3>t somit einen Detektor 41, ein Erfassungsobjektiv 42 zur Er- 
fassung und Sammtung des Sekundarlichts, einen Strahlteiler 43 und eine Fokussie- 
rungsoptik 44, die samtlich in einem Tragerkdrper 45 gehaltert sind. Der Tragerkdrper 45 
weist wieder geeignet angeordnete Ausnehmungen zum Eintritt und Austritt des von der 
Lichtemissionsvomchtung 10 erzeugten, sich geradlinig ausbreitenden Strahlenbundels 
1 1 auf. 

In der gezeigten Ausfuhrungsfonn sind die beiden Einheiten 30 und 40 mittels einer star- 
ren Verbindung 51 mechanisch gekoppelt. Wie durch die horizontalen Pfeile angezeigt 
ist, sind die Einheiten 30 und 40 gemeinsam entlang der Ausbreitungsrichtung des nicht 
abgelenkten, von der Ennissionsvorrichtung 10 emittierten Strahlenbundels 11 ver- 
schiebbar. 

Gegenuberliegend zu den beiden Fokussierungsobjektiven 34 und 44 ist eine Probe 22 
angeordnet, die auf einer Probenhatterung 20 Idsbar gehaltert ist. Die Probenhalterung 
20 ist in der gezeigten Ausfuhrungsform ein an einer Drehachse 21 gehalterter Drehtel- 
ler. Zur Halterung der Probe 22 auf dem Drehteller 20 kdnnen nicht gezeigte Aufspan- 
nelemente oder Vakuumansaugleitungen vorhanden sein, wobei jedoch meist die nor- 
male Reibung der Probe auf der Unterlage geniigt. 

In der in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungsform ist der Abstand zwischen den Einheiten 30 
und 40 der halbe Radius des auf der Probe 22 abzutastenden Gebiets. 

Der optische Weg des von der Lichtemissionsvorrichtung 10 emittierten Lichtstrahlen- 
bundels 1 1 verlauft zuerst im wesentlichen parallel zur OberflSche der Probe 22 und wird 
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jeweils an den Strahlteilem 33 und 43 in eine Richtung im wesentlichen senkrecht zur 
Oberflache der Probe 22 abgelenkt, um das Anregungslicht Ober die Fokussierungsob- 
jektive 34 und 44 auf zwei Stellen der Probenoberflache zu fokussieren. Das bei Fluo- 
reszenz von der Probenoberflache abgestrahite Sekundarlicht geht in den oberen Hal- 
braum (falls die Probenhalterung 20 absorbiert). Davon wird nur deqenige Teil fur den 
Detektor genutzt. der von der Optik 34. 32 bzw. 44, 42 aufgenommen werden kann. 
Nach Sammlung durch die Fokussierungsobjektive 34 und 44 geht das Sekundarlicht zu 
den Strahlteilem 33 und 43 Ober. An den Strahlteilem 33 und 43 werden die zwischen 
der Probe 22 und den beiden Strahlteilem fur das Anregungslicht und das Sekundariicht 
vereinten optischen Wege getrennt. Ein Teil des Sekundarlichts wird jeweils an den 
Strahlteilem 33 und 43 in Richtung der Lichtemissionsvorrichtung 10 reflektiert, wahrend 
ein anderer Teil durch die Strahlteilerwurfel durchgeht und auf die jeweiiigen Erfas- 
sungsobjektive 32 und 42 trifft. die das Sekundarlicht auf den entsprechenden Detektor 
31 bzw. 41 abbilden. 

Man kann einen polarisierenden Strahlteilerwurfel einsetzen, der ein polarisiertes Anre- 
gungslicht mit hoher Reflektivitat in Richtung der Proben reflektiert. Die fiuoreszierenden 
Molekule sind statistisch ("random") verteilt und emittieren in alle Poiarisationsrichtungen. 
Daher wird in Richtung der Lichtemssionsvorrichtung 10 nur wenig reflfektiert, wahrend 
das meiste Licht durch den Strahlteiler geht. 

In der gezeigten Ausfuhrungsform bei Verwendung von zwei Einheiten 30 und 40 besit- 
zen die Strahlteiler beispielsweise ein Aufteilungsverhaltnis von 50:50. 

In Fig. 2 ist eine weitere Ausfuhrungsfonn der erfindungsgemaBen Lichtabtastvorrichtung 
gezeigt. Eine Lichtemissionsvorrichtung 110, z.B. ein Laser, erzeugt eIn Anregungslicht- 
strahlenbundel 111, das auf eine schematisch dargestellte Strahiaufweitungsoptik 115 
zur Aufweitung des Anregungslichtstrahlenbundels trifft. Die Strahiaufweitungsoptik 115 
kann gleichzeitig zur Verbesserung der Strahlqualitat einen Raumfilter enthalten. An- 
schlieliend folgt im optischen Weg des Anregungslichtstrahls ein dichroitischer Strahltei- 
ler 164, der das Anregungslicht nahezu vollstandig unter einem rechten Winkel in Rich- 
tung auf eine Probe 122 reflektiert. Zwischen dem Strahlteiler und der Probe 122 ist ein 
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Fokussierungsobjektiv 165 angeordnet, das das Anregungslicht auf einen kleinen Fleck 
auf der Probe fokussiert. 

Die Probe 122 ist wieder wie in der vorherigen Ausfuhrungsform auf einem Drehteiler 
120 Idsbar angebracht, der uber eine Drehachse 121 drehbar gehaltert ist. 

Im optischen Weg des von der Probe 122 emittierten Fiuoreszenziichts liegt zuerst die 
Fokussierungsoptik 165, auf die der dichroitlsche Strahiteiler 164 folgt, der so entworfen 
ist, da(3, das sich in der Wellenlange vom Anregungslicht unterscheidende Fluoreszenz- 
licht nahezu vollstandig transmittiert wird zu einer Erfassungsoptik 163, die das Fluores- 
zenzlicht auf eine Lochblende 161 fokussiert, hinter der ein Detektor 152 angeordnet ist. 

Zusatzlich zu den in den Figuren 1 und 2 gezeigten Elementen der oben beschriebenen 
Ausfuhrungsformen kann ein Speniilter zur Unterdnjckung von Streulicht von der Lich- 
temissionsvorrichtung vor den jeweiiigen Detektoren vorgesehen sein. Durch das 
Sperrfiiter und die Lochblende (die selbstverstandlich auch vor den Detektoren 31 und 
41 der in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungsform vorsehbar ist) wird eine starke Unterdnjk- 
kung von gestreutem Anregungslicht erzielt und das Signal-zu-Rauschverhaltnis deutlich 
verbessert. In der in Fig. 2 gezeigten Ausfuhnjngsform ist das Fokussienjngsobjektiv 
165 zusammen mit den Strahiteiler 164, dem Erfassungsobjektiv 163, der Lochblende 
161 und dem Detektor 162 entlang der optischen Achse des Anregungslichtstrahlen- 
bundels 1 1 1 zwischen Lichterzeugungsvorrichtung und Strahiteiler verschiebbar. 

An der Lochblende 161 kdnnte auch ein Emissionsfilter eingesetzt werden, urn die Wel- 
lenlange des Emissionslichts zu selektionieren. 

In den beiden gezeigten Ausfuhrungsformen ware es auch moglich, die Anordnung von 
Laser und Nachweisoptik unter entsprechender Umorientierung des Strahiteilers zu 
vertauschen. Weiter ware es moglich, anstelle der Drehbewegung der Probenhalterung 
und der Linearbewegung der Fokussiemngs- und Nachweiseinheit die Drehbewegung 
bei letzterer vorzusehen, und stattdessen die Probe linear verschiebbar anzuordnen, 
wodurch wiederum das gesamte Probengebiet abrasterbarware. 
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Be. den gezeigten Ausfuhrungsformen w.re es weiter moglich. die Lichtemissionsvor- 
nchtung und/oder die Nachweiseinheit(en) fix,ert anzuordpen und das Licht uber flexible 
L.chtle,tfasem an die verschiebbare Fokussierungsoptik zu koppeln. Bei Ve^endung 
von Uchtleitfasem zur Einkopplung des Anregungslichts und zur Obertragung des von 
der Probe emittierten Fluoreszenziichts zum Detektor konnte der Strahlteiler entfallen 
E.ne derartige Ven^vendung von Lichtleitfasern bei der in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungs- 
form ermoglicht eine flxierte Anordnung der Detektoren 31 und 41 bezuglich der Ver 
schiebebewegung des Fokussierungsobjektivs. wobei eine flexible Verbindung zwischen 
den Detektoren und der Fokussierungsoptik mittels der Lichtleitfasern hergestellt wurde. 

Bei Ven/.endung mehrerer Fokussierungs- und Nachweiseinheiten ist es auch moglich 
unterschiedliche Wellenlangenf.lter vor den jeweiligen Detektoren vorzusehen wodurch 
verschiedene Fluorophore oder mehrere Wellenlangen des gleichen Fluoreszenzfarb- 
stoffs simuitan gemessen werden konnen. Andererseits kann man unterschiedliche 
Lichtemissionsvorrichtungen vorsehen, die jeweils uber einen eigenen Strahlengang ' 
emgekoppeit werden und verschiedene AnregungswellenlSngen zur Anregung verschie- 
dener Fluoreszenzfarbstoffe aufweisen. Damit ist es ebenfalls moglich. die Probe bezug- 
lich verschiedener Farbstoffe gleichzeitig zu vermessen. 

Anstatt den in Fig. 1 und 2 gezeigten reflektiven Anordnungen ware auch eine Anord- 
nung zur Messung in Transmission denkbar. In diesem Fall wurden die StrahiteilenA/urfel 
jeweils entfallen und die Nachweiseinheiten auf der der Anregungsseite gegenuberiie- 
genden Seite der Probe und des in diesem Fall transparenten Probenhalters angeordnet 
se.n. Die Nachweisoptik ware dann mit der Linearbewegung des oder der Anregungs- 
lichtstrahlenbundel auf der Probe 22 entsprechend gekoppelt. 

Speziell bei Verwendung einer oder mehrerer Laserdioden als Lichtemissionsvorrichtung 
ist die VenA^endung einer Strahlformungoptik, wie symbolisch mit Bezugszeichen 115 in 
Fig. 2 angezeigt, vorteilhaft. 



Die Probe ist mittels eines Mikrospotauftragungsverfahrens auf einem Trager aufge 
bracht. der auf der Probenhalterung losbar angebracht ist. Der Trager kann eine kreis 
runde Scheibe sein oder auch eine beliebige andere flache Foon besitzen Zur Proben 
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aufgabe auf den Trager werden Mikrodosiertechniken, z.B. unter Verwendung einer Mi- 
krodroppiezotechnologie, verwendet. Damit ist es mdglich, einzelne Spotproben im Be- 
reich von typischerweise 30 bis 100 |j.m Durchmesser aufzutragen. 

Die Erfindung schafft den wesentlichen Vorteil. daft die Positioniemng des Abtastlicht- 
strahlenbundels auf der Probe aufgrund der Rotationsbewegung bzw. der Linearbewe- 
gung genauer steuerbar ist als mittels einer Verkippung der Kippspiegel gemSIi dem 
Stand der Technik, bei denen eine Verstarkung einer Positlonstoleranz wie bei einem 
Spiegeigaivanometer auftrat. Durch die Verwendung mehrerer Detektoren kann die Ab- 
tastzeit wesentlich verkurzt werden, wobei die stanre Verbindung der Abbildungs- und 
Erfassungsoptiken zu einer Verbesserung der Positionierung fuhrt. Die konfokai vor den 
Detektoren angeordneten Lochblenden verhindem das Ubersprechen der den beiden 
Detektoren zugeordneten Kanale und unterdrucken Streulicht aus der Umgebung des 
Anregungslichtspots, wodurch das Signal-zu-Rauschverhaltnis verbessert wird. Die 
Moglichkeit, mefirere Lichtemissbnsvorriclntungen und verschiedene Filter einzusetzen, 
erhoht die Flexibilitat des Systems. 
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Patentansprilche 



1. Lichtabtastvorrichtung zur Anregung und Detektion von Sekundarlicht. insbesonde- 
re von Fluoreszenziicht, auf einer Probe (22) mit 

einer Lichtemissionsvorrichtung (10) zur Aussendung von Anregungslicht (11) mit ei- 
ner fur eine Sekundarfichtanregung auf Oder In der Probe (22) geeigneten Weilenlan- 

ge, 

einer Fokussierungsoptik (34, 44) zur Fokussierung des Anregungslichts auf ein Teil- 
gebiet der Probe (22), 

einer Probenhalterungsvorrichtung (20, 21) zur Idsbaren Halterung der Probe (22). 



einer Nachweiseinheit mit einer Erfassungsoptik (32, 42) fur das bei Anregung 
der Probe emittierte Sekundarlicht und mit einer Detektorvorrichtung (31, 41) zur U 
wandlung des erfaaten und abgebildeten Sekundarlichts in elektrische Signale, 



von 
m- 



dadurch gekennzeichnet, dali die Probenhalterungsvorrichtung drehbar ist zur Dre- 
hung der Probe relativ zu dem Anregungslicht derart, dafl unterschiedliche Teiigebiete 
der Probe mit dem Anregungslicht zur Aussendung von Sekundarlicht anregbar sind. 

2. Lichtabtastvomchtung zur Anregung und Detektion von Sekundarlicht, insbesonde- 
re von Fluoreszenziicht, auf einer Probe (22) mit 

einer Lichtemissionsvorrichtung (10) zur Aussendung von Anregungslicht (11) mit ei- 
ner fur eine Sekundarlichtanregung auf Oder in der Probe (22) geeigneten Wellenlan- 

ge, 

einer Fokussierungsoptik (34, 44) zur Fokussienjng des Anregungslichts auf ein Teil- 
gebiet der Probe (22). 
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einer Probenhaiterungsvorrichtung (20, 21) zurlosbaren Halterung der Probe (22), 

einer Nachweiseinheit mit einer Erfassungsoptik (32, 42) fur das bei Anregung von 
der Probe emittierte Sekundarlicht und mit einer Detekton/orrichtung (31, 41) zur Um- 
wandlung des erfaSten und abgebildeten Sekundarlichts in elektrische Signale, 

dadurch gekennzeichnet, dafl die Fokussierungsoptik (34, 44) drehbar gehaltert ist 
zur Fuhrung des Anregungsiichts entlang eines Kreisbogens auf der Probe, 

3. Lichtabtastvorrichtung gemaR. Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Fo- 
kussierungsoptik radial bezuglich einer Drehachse der Probenhaiterungsvorrichtung 
verschiebbar ist. 

4. Lichtabtastvorrichtung gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Probenhalterung in radialer Rlchtung bezuglich einer Drehachse der Fokussierungs- 
optik verschiebbar ist 

5. Lichtabtastvorrichtung gema(3. einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeich- 
net, dafl die Nachweiseinheit und die Fokussiemngsoptik (34, 44) zusammengekop- 
pelt sind und wenigstens teilweise einen gemeinsamen optischen Weg aufweisen. 

6. Lichtabtastvorrichtung gemaft Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Fo- 
kussierungsoptik (34, 44) und die Erfassungsoptik der Nachweiseinheit einen ge- 
meinsamen Strahlteiler (33, 43) aufweisen, urn die optischen Wege des Anregungs- 
iichts und des Sekundariichts zu vereinen bzw. zu trennen, 

7. Lichtabtastvorrichtung gemafi Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Strahlteiler (33, 43) ein dichroitischer Strahlteiler ist, der entweder das Anregungslicht 
Oder das Sekundariicht reflektiert und das andere Licht im wesentlichen transmittiert. 
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8. Lichtabtastvomchtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. dail der 
Strahlteiler das auf ihn einfaliende Licht in einem Verhaitnis von 50:50 reflektiert und 
transmittiert. 

9. Lichtabtastvomchtung gema(3 einem der Anspruche 5-8, dadurch gekennzeich- 
net. da(3 wenigstens zwei jeweils einander zugeordnete Paare der Fokussierungsoptik 
und der Nachweiseinheit vorgesehen sind. 

10. Lichtabtastvorrichtung gewaO, Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dad die 
Paare der Fokussierungsoptik und der Nachweiseinheit mechanisch miteinander ge- 
koppelt sind. 

11. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspoiche. dadurch 
gekennzeichnet, daS vor der Detektorvorrichtung eine Lochblende in einer Abbil- 
dungsebene der Erfassungsoptik fur das Sekundarlicht vorgesehen ist. 

12. Lichtabtastvomchtung gemaB einem der vorhergehenden Anspnjche, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Sperrfilter zur UnterdrQckung des Anregungslichts vor der 
Detektorvorrichtung vorgesehen ist. 

13. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspnjche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektorvonichtung (31, 41) und/oder die Lichtemissions- 
vonrichtung (10) fixiert vorgesehen sind. 

14. Lichtabtastvomchtung gemaB Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Detektorvorrichtung und/oder die Lichtemissionsvorrichtung mit der Erfassungsoptik 
bzw. der Fokussierungsoptik zur Lichtubertragung uber Lichtleitfasem gekoppeit sind. 

15. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspoiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Farbfilter zur Transmission einer bestimmten Weilenlange 
des Sekundarlichts vor der Detekton^^omchtung vorgesehen ist. 
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16. Lichtabtastvorrichtung gemali einem der vorhergehenden Anspmche, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Lichtemissionsvomchtung eine Vielzahl von Laserdioden 
mitjeweils unterschiedlicher Ausgangsweileniange umfalit. 



